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1. Introducción
La judía común es la legumbre más consumida en el mundo. Su domesticación se produjo a par-
tir de formas silvestres de P. vulgaris distribuidas desde Méjico hasta Argentina en zonas de altitud
moderada bajo climas tropicales y subtropicales. Debido a sus características de fecundación (autoga-
mia) y a su sintenia con respecto a otras especies de legumbres, P. vulgaris se ha propuesto como una
especie modelo entre las leguminosas (Gepts et al., 2005), lo que la convierte en una firme candidato
para ser estudiado con metodologías proteómicas. Hasta la aparición de los marcadores de ADN se han
utilizado proteínas de reserva y varios isoenzimas de la semilla para analizar la diversidad de la judía
común en las zonas de origen y en otros centros de diversificación secundaria como es el caso de la
Península Ibérica. El estudio de los patrones proteómicos de la semilla de la judía permitirá realizar
nuevos estudios de diversidad que complementen estudios anteriores, añadiendo a su vez nueva infor-
mación sobre los genes implicados en la variación intraespecífica (Getps et al., 1988). Todas estas
razones han llevado a realizar el análisis de tejido de semilla de judía usando electroforesis bidimen-
sional (2-DE) con gradientes inmovilizados de pH (IPGs). Uno de los problemas críticos con los que
se ha de lidiar cuando se trabaja en proteómica con tejido de plantas es la pequeña cantidad de prote-
ínas y la presencia de compuestos que pueden interactuar con los protocolos habituales de la metodo-
logía proteómica (Saravanan y Rose, 2004). Por tanto, es importante establecer, como un primer paso,
una estandarización y posterior selección de los protocolos de extracción que rinden una cantidad sufi-
ciente de proteínas, siendo compatibles, tanto con los métodos de 2-DE como con el posterior análi-
sis por espectrometría de masas (EM). En el presente trabajo se han comparado tres protocolos
diferentes de extracción en semilla de judía. Tras la selección del método basado en el fenol como el
más adecuado para este tejido, se han analizado los patrones proteicos en semillas de judía pertene-
cientes a los dos acervos genéticos Mesoamericano y Andino. 
2. Material y Métodos
Para el análisis comparativo de los tres protocolos de extracción y su estandarización se han usado
12 semillas del cultivar ICA Pijao. Para el análisis de diversidad entre acervos, basado en patrones pro-
teicos de semilla, se han utilizado 12 semillas ICA Pijao (acervo Mesoamericano) y 12 semillas
Calima (acervo Andino).
A partir de tejido previamente liofilizado y pulverizado en un mortero con nitrógeno líquido se han
realizado cuatro réplicas de extracción para cada uno de los tres métodos analizados: TCA-acetona,
efectivo para algunos tejidos, particularmente para aquellos vegetales jóvenes y para la inhibición de
proteasas que causan la degradación proteolítica de proteínas; Fenol, que permite obtener extractos de
proteínas de alta calidad con una contaminación mínima aparente; el kit comercial Clean–Up
(GBiosciences), que precipita proteínas dejando en solución las sustancias interferentes como deter-
gentes, sales, lípidos, compuestos fenólicos y ácidos nucleicos. Después de la extracción las proteínas
se resuspendieron en una solución compatible con la primera dimensión, y se cuantificaron usando el
kit CB-X Protein Assay (GBiosciences, St. Louis USA).
Para la optimización de la primera dimensión se hicieron pruebas con tiras IPG de varias longitu-
des (18 y 24 cm) y rangos de pH (3-10 y 4-7) lineales, así como de la carga de proteína aplicable a
cada gel. Finalmente, se seleccionaron tiras de 24 cm con un gradiente lineal que se distribuye entre
los pH 4 a 7, porque bajo estas condiciones se concentra la mayor parte de las proteínas de la semilla
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de la judía reduciéndose el solapamiento y favoreciendo una distribución de los “spots” más uniforme
en el gel. Después del equilibrado de las tiras se realizó la electroforesis en la segunda dimensión
(SDS-PAGE) usando geles de poliacrilamida al 15%, junto con un marcador de peso molecular (15-
200 kDa, Fermentas). Los geles se tiñeron usando Sypro Ruby (Lonza) y/o plata. Los geles fueron
digitalizados y analizados con el programa PDQuestTM Advanced software v8.0.1 (Bio-Rad). Los volú-
menes normalizados de los spots se utilizaron para evaluar las diferencias entre los distintos protoco-
los de extracción mediante un test de Mann-Whitney.
Se realizó una selección de 50 spots para realizar un análisis de espectrometría de masas. Los spots
fueron extraídos de los geles de forma manual y posteriormente digeridos. La identificación de las pro-
teínas se realizó usando MS MALDI-TOF/TOF.
3. Resultados y Discusión
Los rendimientos de los tres métodos en cuanto a la cantidad de proteína extraída fueron simi-
lares. Aunque los tres métodos permitieron conseguir geles de buena calidad, la extracción con
fenol dio lugar a geles con un menor ruido de fondo, una mayor resolución de los spots y menos
interferencias (streaking) tanto horizontales como verticales.
La integración de los geles de los distintos protocolos de extracción permitió detectar 571
spots. Dichos spots se distribuyeron de forma heterogénea en los geles, encontrándose una mayor
saturación en el área superior derecha, donde se encuentran las proteínas más básicas y con alto
peso molecular. El método del fenol extrajo un mayor número de proteínas (P<0.05) de este tipo.
El análisis cuantitativo de los spots reveló que 322 de los 571 spots presentaban diferencias
significativas entre protocolos en cuanto a los volúmenes normalizados de los spots (Test Mann-
Whitney P<0.05). El fenol presentó un mayor número de spots únicos (150) en comparación con
aquellos encontrados en TCA-acetona (25) y Clean-up (39).
El análisis con EM de los 50 spots seleccionados permitió la identificación de 35 de ellos. La
mayoría de las proteínas identificadas correspondió a P. vulgaris (67.5%) y el 15% a otras espe-
cies de legumbre tales como P. acutifolius, Lotus japonicus, Pisum sativum y Vigna unguiculata.
Se han identificado proteínas muy abundantes en la semilla de P. vulgaris como las faseolinas, que
representan la mayor proteína de reserva de la judía (más de un 50% de la proteína total), la lecti-
na fitohemaglutinina y el inhibidor de la alfa-amilasa, que es una proteína relacionada con las lec-
tinas. Todas las proteínas identificadas se clasificaron en diferentes grupos con respecto a su
función biológica: proteínas de reserva, metabolismo de carbohidratos, defensa, respuesta a estrés,
detoxificación, crecimiento y desarrollo, transporte de proteínas y metabolismo del nitrógeno.
Para la identificación de polimorfismos proteicos entre los acervos Andino y Mesoamericano
se realizaron geles de proteínas extraídas de cuatro semillas del acervo Andino (Calima), y cuatro
del acervo Mesoamericano (ICA Pijao). Los polimorfismos proteicos se identificados como aque-
llos spots que presentaban diferencias en el punto isoeléctrico. Para una mejor identificación de
dichos spots se realizaron cuatro nuevos 2-DE geles cargando una mezcla de proteínas (una semi-
lla Andina y una semilla Mesoamericana). Dichos geles se compararon con sus correspondientes
geles individuales de Calima e ICA Pijao. El análisis de todos estos geles dio lugar a la identifica-
ción de al menos 20 polimorfismos que permiten claramente identificar a los individuos de uno u
otro acervo. La previa identificación por masas de varios de los spots ha permitido determinar que
la mayoría de las proteínas involucradas en la diferenciación entre acervos pertenece al grupo de
las proteínas de reserva.
4. Conclusiones
En resumen, el método de extracción del fenol es el más adecuado para establecer patrones prote-
ómicos en semillas de judía, ya que produje geles 2-DE con mayor calidad y permite extraer un mayor
número de proteínas. El análisis de los patrones proteómicos realizados a partir de semillas pertenecien-
te a los distintos acervos nos permite detectar de forma rápida un elevado número de polimorfismos
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proteicos, lo que posibilita la clara diferenciación de dichos acervos. La aplicación del análisis prote-
ómico a otros tejidos de la planta tales como hoja, vaina o raíz dará lugar a la identificación de más
polimorfismos que diferencien a ambos acervos, y nos permitirá entender las diferencias en la evolu-
ción de la judía en los dos centros de origen, así como ayudará a explicar la presencia de la gran diver-
sidad genética que presenta este cultivo a lo largo de todo el mundo.
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